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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft Peptid-Praparate und Verfahren zu deren Herstellung. 

Bei der Suche nach wirksamen Inhaltsstoffen aus tierischen Geweben fur die Anwendung in der Medizin, 
Biotechnologie und Kosmetik wurden in den vergangenen Jahrzehnten eine grofle Zahl von Substanzen und 
Substanzgemischen extrahiert, vollstandig oder partiell charakterisiert und erfolgreich angewandt. Stellvertre- 
tend seien nur einige.wenige Substanzen erwahnt, wie Epidermal Growth Factor, Kollagen Typ I und Typ III und 
Hyaluronsaure (British Medical Bulletin, vol. 45, no. 2, 1989, "Growth Factors", ed M. D. Waterfield, Churchill 
Livingstone, Edinburgh; Collagen in Health and Disease, eds. J. B. Weiss and M. I. V. Jayson, Churchill Livingsto- 
ne, Edinburgh, 1982; Methods in Enzymology, vol.82, 1982, "Structural and Contractile Proteins, Part A", eds. 
L. W. Cunningham and D. W. Frederiksen, voL 144, 1987, "Structural and Contractile Proteins, Part D", ed. L. W. 
Cunningham, Academic Press, Ina, Orlando). 

Viele der bisher gefundenen Wirkstoffe sind sehr komplexe Molekale, wie Proteine, Polypeptide oder Muco- 
polysaccharide, die aus kleinen Bausteinen von den Gewebezellen synthetisiert werden. Das Ziel bisheriger 
Bemuhungen war im wesentlichen die Extraktion, mit eventuell anschlieBender chemisch-physikalischer Modifi- 
kation dieser komplexen Molekiile, um sie dann sinnvoll anzuwenderu 

Durch enzymatischen oder chemisch-physikalischen Abbau verlieren diese Makromolekule jedoch in der 
Regel ihre Wirkung oder erfahren WirkungseinbuBen oder Wirkungsverschiebungen. Wenn zum Beispiel Kolla- 
gen zu Gelatine abgebaut wird, verringert sich das fur die Kosmetik wichtige Wasserbindevermogen [Parfume- 
rie und Kosmetik 65 (7), 1984, 391 bis 401, Alexander Berg: "Einsatz von Proteinen in der Kosmetik"; RAK - 
Riechstoffe, Aromen, Kosmetica (7), 1977, R. Riemschneider, W. H. Chik: "Ober das Wasserbindevermogen 
loslicher Kollagene"]. Beim weiteren Abbau von Gelatine zu Gelatinehydrolysat werden Peptide mit einem 
Molekulargewicht von 500 bis 30 000 Dalton freigesetzt, die im Vergleich zur Gelatine ein besseres Aufziehver- 
mdgen fur Haare besitzen und daher im Bereich der Haarpflege groBe Bedeutung erlangt haben. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die Entdeckung, daB die unter definierten Bedingungen gewonne- 
nen Partialhydrolysate, die daraus isolierten Peptide und die Mischungen von Aminosauren und Peptiden, deren 
Aminosauresequenzen mit den Teilabschnitten der Protein-Aminosauresequenz ubereinstimmen, neue Wir- 
kungseigenschaften besitzen, die uber die Wirkung der intakten Proteine deutlich hinausgehen. 

Als Beispiel wird kurz auf Kollagen Typ I hingewiesen. 

Kollagene, von denen mindestens 13 unterschiedliche Typen isoliert und charakterisiert wurden, dienen 
vorwiegend als Strukturproteine im Bindegewebe multizellularer Organismen. Spezifische Zellen, wie zum 
Beispiel Fibroblasten in der Dermis, synthetisieren die nadelformigen Proteinmolekule, die aus drei miteinander 
verdrtllten, kabelahnlichen Polypeptiden zusammengesetzt sind Bei Kollagen Typ I besitzen zwei der drei 
Polypeptide identische Aminosauresequenzen und werden als alpha- 1(1)- Polypeptide bezeichnet (Fig. 4), wah- 
rend das dritte Polypeptid, alpha-2(I), eine andere Aminosauresequenz hat (Fig. 5). Jedes Polypeptid enthalt etwa 
1000 Aminosauren. Das gesamte Protein hat eine Lange von ca. 0,3 urn und einen Durchmesser von ca. 
0,0015 jim. 

Wegen der filmbildenden Eigenschaften und des groBen Wasseraufnahmevermogens wird Kollagen in bedeu- 
tenden Mengen in der Kosmetik eingesetzt Die kosmetische Wirkung von Kollagen war bisher im wesentlichen 
auf diese Eigenschaften beschrankt, bedingt sowohl durch die chemische Struktur des Kollagens als auch durch 
die MolekulgroBe, die ein Eindringen in die Haut verhindert 

Wenn dagegen ein Partialhydrolysat von Kollagen unter genau definierten Bedingungen hergestellt wird 
(siehe Herstellung Praparat A) oder ein Gemisch aus Aminosauren und Peptiden zubereitet wird (Herstellung 
Praparat B), dessen Aminosaurezusammensetzung der Kollagen- Aminosaure- Analyse annahernd entspricht 
und dessen Peptide Aminosauresequenzen haben, die mit bestimmten Kollagen-Aminosauresequenzen exakt 
ubereinstimmen (Fig. 4 und 5), so weisen diese Praparate neue positive Wirkungen und Eigenschaften auf. 

Diese Wirkungen sind zum Teil in Tabelle 1 zusammengefaBt Die wirksamen Praparate werden darin 
Praparat B und GHL-Peptid (GHL = G!ycyl-Histidyl-Lysin « Tripeptidfraktion A) genannt, und sie werden mit 
den Eigenschaften des nativen Kollagens verglichen. 
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Tabelle 1 

Wirkungsvergleich zwischen nativem Kollagen, Praparat B und dem GHL-Peptid 



Wirkung/Eigenschaften Kollagen Praparat B GHL-Peptid 



Feuchtigkeitsruckhaltevermogen 
Zellatmungsaktivierend 

(Stimulierung des Zellstoffwechsels) 
Pufferkapazitat 

Stimulierung der Kollagensynthese bei Fibroblasten 
Forderung der Wundheilung 
Radikalfangerwirkung 
Superoxid-Dismutgase-Wirkung 
Immunstimulierende Wirkung 
Penetrationsvermogen (Epidermis) 
Gefahr durch Kontamination mit Saugetierviren 
Denaturierung bei 30— 37°C 

P = Positive Eigenschaft 
N « Negative Eigenschaft 

Diese Partialhydrolysate, isolierten Peptide und Praparate aus Aminosauren und Peptiden sind von besonde- 
rerBedeutung 25 

t. fur die Biotechnologie, als Zusatz fur Zellkultur-Nahrlosungen fur serumarme oder definierte, serumfreie 
Zellkultur-Nahrmedien (Applikationsbeispiel 1 ), 

2. fur die Medizin, als wundheilungsforderndes Mittel (Applikationsbeispiel 2), zur Immunstimulation und 
Wirkstoff zur Erhohung der korpereigenen Erythropoetinbildung, und 30 

3. fur die Kosmetik, zur Pflege der Haut, als Ami- Aging- Faktor und Radikalfangerkomplex (Applikations- 
beispiele 3 bis 5). a 

Grundsatzliche Methoden der Herstellung 

35 

1. Synthetische Herstellung 

Die Komponenten der Rezeptur (Tabellen 2 bis 14: Rezepturfraktionen) werden in geeigneter Weise vorge- 
lost und gemischL Einzelne Komponenten der Rezeptur, wie zum Beispiel die Tripeptidfraktion A und Tripep- 
tidfraktion B, werden nach der Partialhydrolyse (grundsatzliche Methoden der Herstellung 3 bis 5) mit Hilfe 40 
chromatographischer Methoden gereinigt, isoliert, konzentriert und anschlieBend dem Praparat zugegeben. 

2. Halbsynthetische Herstellung 

Komponenten der Rezeptur werden mit gentechnologisch gewonnenen Substanzen und/oder mit Partialhy- 45 
drolysaten (siehe grundsatzliche Methoden der Herstellung 3 bis 5) gemischt. 

3. Partialhydrolysat mit verdiinnter Salzsaure 

Tierhaut oder Tierlunge, Kollagen, Gelatine oder Elastin werden, wie in Anspruch 2 beschrieben, hydrolysiert, 50 
anschlieBend filtriert, neutralisiert und mit Hilfe zum Beispiel der Umkehrosmose entsalzt. Gegebenenfalls 
erfolgt eine Behandlung mit ln-NaOH, eine Stunde bei Zimmertemperatur, mit anschlieBender Neutralisation 
und erneuter Entsalzung. 

4. Enzymatisches Partialhydrolysat mit Kollagenase aus Clostridium histolyticum 55 

Dieses Enzym spaltet die sich wiederholende Gly-X-Y-Gly-X-Y-Gly-X-Y-Gly-Aminosauresequenz des Kol- 
lagens zwischen dem Y und Glycin (X, Y stehen fur unterschiedliche Aminosauren in der Kollagen- Aminosaure- 
sequenz). Tierhaut oder Tierlunge bzw. Kollagen Typ I wird in Tris-HCI-Puffer t pH 7,6, in Anwesenheit von 
CaCi 2 90 Minuten bei 37° C mit Kollagenase behandelt und die Losung anschlieBend 24 Stunden bei +4°C eo 
dialysiert, konserviert und sterilfiltriert. 

5. Partialhydrolysat von Hautkeratin mit Pepsin 

Tierepidermis wird im Citrat-HCl-Puffer, pH 1,5, 24 Stunden bei Zimmertemperatur mit Pepsin behandelt 65 
(Verhahnis Pepsin zu Substrat 1 : 10), dialysiert, 24 Stunden bei pH 10,5 bei Zimmertemperatur gelagert, 1 
Stunde mit ln-NaOH bei Zimmertemperatur behandelt, neutralisiert, entsalzt und sterilfiltriert 
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6. Gentechnisch gewonnene Proteinsequenzen 

Geeignete Mikroorganismen werden nach bckannten Techniken so behandelt, daB sie veranderte Kollagen-, 
Elastin- und Hautkeratinmolekule symhetisieren, die eine groBere Anzahl wirksamer Peptidsequenzen entnal- 
ten. Diese veranderten Proteine erhohen die Ausbeute bei der Gewinnung wirksamer Peptidsequenzen durch 
partielle Hydrolyse. 

7. Naturliches Praparat 

Das naturliche Praparat entspricht den Beschreibungen gemaB Anspruch 2 und den grundsatzlichen Metho- 
den der Herstellung 3 bis 5. 

Tabelle 2 
Beispiele 1 bis 6 (jeweils g/L Praparat) 





Aminosauren 


Bereich 


CAS-1 


CAS-2 


CAS-3 


CAS-4 


,CAS-5 


CAS-6 


20 


L-Alanin 


0-80 


4,1 


5,1 


7,0 


9,0 


20,0 






L-Arginin HCI 


0-80 


4,2 




7^ 


10,0 








L-Asparaginsaure 


0-5 


2,8 


3,5 


4,0 


5,0 








L-Cystein 


0 
















L-Glutaminsaure 


0-8 


4,7 


5,9 


6,0 


8,0 






25 


Glycin 


0-100 


10,6 


13,2 


65,0 


35,0 


50,0 


80,0 




L-Histidin HCI 


0-2 


0,8 


1,0 




1,0 








L-Hydroxyprolin 


0-55 


62 


6,2 


6,0 


15,0 








L-Isoleucin 


0-12 


0,7 


0,9 


2,0 


3,0 








L-Leucin 


0-12 


1,5 


1,9 


2,0 


2,0 






30 


L-Lysin HCI 


0-24 


2a 


2,8 


4,0 


8,0 








L-Methionin 


0-4 


03 


0,4 




1,0 








L-Phenylalanin 


0-10 


03 


1,1 - 


1.0 


2,0 








L-Prolin 


0-70 


6.6 


8^ 




15,0 


60,0 






L- Serin 


0-12 


1,4 


1,8 


3,0 


6,0 


10,0 




35 


L-Threonin 


0-10 


1,0 


\a 


1,0 


3,0 








L-Tryptophan 


0 
















LTyrosin 


0-3 


0,2 


1,0 


1,0 


1,0 








L-Valin 


0-20 






2,0 


4,0 







40 



45 



Die in den Tabellen 2 bis 5 genannten Aminosauren stehen vorwiegend fur Aminosauren pflanzlichen 
Ursprungs. 

Tabelle 3 
Beispiele 7 bis 1 2 (jeweils g/L Praparat) 





Aminosauren 


Bereich 


EAS-1 


EAS-2 


EAS-3 


EAS-4 


EAS-5 


EAS-6 


50 


L-Alanin 


0-100 


2,5 


10,55 


20,0 


25,0 


50,0 


50,0 




L-Arginin HCI 


0-50 


0,2 


0,65 


1,5 


8,0 








L-Asparaginsaure 


0-5 


0,15 


0,5 


1,0 


5,0 








L-Cystein 


0-0,1 


0,1 


0,1 


0,1 


0,1 






55 


L-Glutaminsaure 


0-10 


0,3 


1,2 


3,0 


5,0 








Glycin 


0-100 


4.0 


12,75 


25,0 


40,0 


40,0 






L-Histidin HCI 1 


0-1 


0,02 


0,06 


0,1 


0,15 








L-Hydroxyprolin 


0-10 


0,2 


0,75 


5,0 


10,0 








L-Isoleucin 


0-15 


0,6 


1,85 


3,0 


5,0 






60 


L-Leucin 


0-12 


2,0 


4,3 


5,0 


5,0 








L-Lysin HCI 


0-30 


0,1 


0,25 


2,0 


3,0 








L-Methionin 


0 
















L-Phenylalanin 


0-10 


1,0 


2,95 


3,0 


3,0 








L-Prolin 


0-40 


2,0 


5,8 


8,0 


20,0 


20,0 


40,0 


65 


L-Serin 


0-20 


0,2 


0,45 


1,0 


2,0 








L-Tryptophan 


















LTyrosin 


0-3 


0,2 


0,65 


1,0 


1,5 








L-Valin 


0-20 


3,0 


8,25 


10,0 


12,0 
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Tabelle 4 

Beispiele 13 bis 18(jeweilsg/L Praparat) 



Aminosauren 



Bereich 


JCAS-1 


KAS-2 


KAS-3 


ICAS-4 


KAS-5 


KAS-6 


0 — 20 






7,0 


10,0 


10,0 




0—20 


a *> 
0,^ 




63 


8,0 


15,0 





0—5 


A A 


J,OJ 


4,0 


4,0 







0—0,1 


A 1 
0,1 


n 1 

V/, 1 


0,1 


0,1 







0—8 


0,6 




fin 


60 

o,v 






0— 100 


1 A 
1,U 


J v/,v/ 


30,0 


35,0 




80,0 


0— 1 


A 1 
0,1 


1 n 


1 0 


1,0 






a m 


02 


1,85 


53 


6,0 







0—12 


0,4 


335 


6,0 


8,0 






0-25 


0,25 


23 


12,0 


15,0 


20,0 




0-4 


0,1 


0,5 


13 


2,0 






0-8 


0,2 


1,5 


4,0 


2,0 






0-22 


0,25 


22 


8,0 


10,0 






0-15 


0,7 


6,7 


10,0 


12,0 


15,0 




0-10 


oa 


1,85 


5,0 


6,0 


10,0 


10,0 


0-0,5 


0,05 


0,2 


02 


0,2 






0-3 




13 


13 


13 






0-15 


02 


1,8 


3,0 


4,0 







L-Alanin 

L-Arginin HC1 

L-Asparaginsaure 

L-Cystein 

L-Glutaminsaure 

Glycin 

L-Histidin HQ 

L-Hydroxyprolin 

L-Isoleucin 

L-Leucin 

L-Lysin HO 

L-Methionin 

L-Phenylalanin 

L-Prolin 

L-Serin 

L-Threonin 

L-Tryptophan 

L-Tyrosin 

L-Valin 



10 



15 



20 



25 



Tabelle 5 

Beispiele 19 bis 24 Geweils g/L Praparat) 



30 



Aminosauren Bereich 



L-Alanin 0-50 4,1 

L-Arginin HC1 0-50 4,2 

L-Asparaginsaure 0—5 0,3 

L-Cystein * 0-0,1 0,01 

L-Glutaminsaure 0—6 4,7 

Glycin 0—80 10,6 

L-Histidin HC1 0-1 0,8 

L-Hydroxyprolin 0 — 50 62 

L-lsoleucin 0-9 0,7 

L-Leucin 0-10 13 

L-Lysin HC1 0-25 12 

L-Methionin 0—4 0,3 

L- Phenylalanin 0-10 0,9 

L-Prolin 0-70 6,6 

L-Serin 0-12 1,4 

L-Threonin 0-10 1,0 

L-Tryptophan 0-0,1 0,001 

L-Tyrosin 0-2 0,2 

L-Valin 0-15 \2 



BAS-2 BAS-3 BAS-4 BAS-5 BAS-6 
— — " — 35 



53 


7,0 


11,0 


20,0 




52 


7,0 


10,0 


20,0 




33 


4,0 


4,0 






0,01 


0,01 


0,01 






5,0 


5,0 


5,0 






13,5 


20,0 


25,0 


40.0 


20,0 


1,0 


1,0 


1,0 






6,2 


10,0 


12,0 


10,0 




0,9 


2,0 


3,0 






2,0 


3,0 


4,0 






2,8 


5,0 


10,0 


20,0 




0,4 


0,6 


0,0 






12 


13 


2,0 






83 


12,0 


16,0 


30,0 


60,0 


1,8 


3,0 


5,0 






1,2 


2,0 


3,0 


10,0 


10,0 


0,001 


0,001 


0,01 






0,2 


0,3 


0,4 






1,7 











40 



60 
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Tabelle 6 



Beispiele 25 bis 30(jeweils mg/L Praparat) 



5 


Peptide 


Bereich 


CP-1 


CP-2 


CP-3 


CP-4 


CP-5 


CP-6 




X-Y-Ala-Ala-X-Y 


0,2—20 


1 


3 


5 


20 


— 


— 




X-Y-Ala-Gly-X-Y 


0,2-30 


2 


12 


20 


— 


— 


— 


10 


X-Y-Ala-Pro-X-Y 


— 


— 


— 


— 


— 


— 


— 




X-Y-Arg-Gly-X-Y 


0.2-30 


0,25 


1 


2 


— 


— 


— 




X-Y-Gly-Ala-X-Y 


0,2-20 


4 


7 


10 


— 


— 


— 




X-Y-Gly-Glu-X-Y 


0,2-25 


2 


4 


10 


— 


— 


— 




X-Y-Gly-Gly-X-Y 


1,0-200 


75 


25 


30 


200 


— 


200 


15 


X-Y-Gly-Ser-X-Y 


1,0-40 


1 


2 


5 


— 


— 


— 




X-Y-Gly-Leu-X-Y 


1,0-100 


5 


10 


20 


50 


— 


50 




X-Y-Gly-Pro-X-Y 


0,2—20 


1 


2 


5 


— 


— 


— 




X-Y-Gly-Thr-X-Y 


0,2-20 


1 


2 


5 


— 


— 


— 




X-Y-Giy-Val-X-Y 


0,5-40 


2 


5 


5 


— 


— 


— 


20 


X-Y-Pro-Gly-X-Y 


0,5-30 


1,5 


3 


3 


— 


— 


— 




X-Y-Pro-Leu-X-Y 


0,2-20 


1 


2 


5 


— 


— 


— 




X-Y-Val-Gly-X-Y 


















X-Y-Val-Pro-X-Y 


















X-Y-Gly-Gly-Gly-X-Y 


5,0-100 


10 


15 


20 


50 






25 


X-Y-Gly-Ala-Ala-X-Y 


0,1-20 




1 


2 










X-Y-Gly-Asp-Ser-X-Y 


0,01-400 






2 










X-Y-Gly-His-Lys-X-Y 


0,001-360 




2 


5 


100 


2 


360 




X-Y-Gly-Pro-AlaOC-Y 


0,1-50 


oa 


1 


2 










X-Y-Gly-Ser-Ala-X-Y 


0,1-50 


03 


1 


2 








30 


X-Y-Gly-Gly-Ala-X-Y 


0,1-50 




1 


2 










X-Y-Ala-Ala-Gly-X-Y 


0,1-50 
















Tripeptidf raktion 




2 













35 Die Buchstaben X, Y stehen fur Aminosauren beliebiger Art und Menge von jeweils 0 bis maximal 50. 

Die Peptide in den Tabellen 6 bis 8 konnen als naturliche isolierte Peptide oder/und als synthetisch hergetelite 
Peptide eingesetzt werden. 

40 



45 



50 



55 



60 



65 



6 
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Tabelle 7 



Beispiele 31 bis 36 (jeweils mg/L Praparat) 



Peptide 


Bereich 


BP-1 


BP-2 


BP-3 


BP-4 


BP-5 


BP-6 


"V "V a 1** a1„ V V 

X-Y- Ala- Ala- A- Y 


n i oo 




3 


3 


10 


_ 




A- Y-Ala-Oly-A- i 


a i -in 


2 


12 


20 








A- Y - Ala-rTO- A- Y 


a 1 on 

U, 1 — Ztl 




0 1 






_ 





X-Y-Arg-Oly-A- Y 


n 1 __, ?n 


0 25 




2 









A- Y -oiy- Aia-A- T 


u, l — zu 


4 


7 


10 









X-Y-Gly-Glu-X-Y 


A 1 0*> 

u, i — zo 


0 
Z 


4 


10 









A- Y -Ljiy-vjiy- A- T 


1 a 700 


75 


26 


30 


100 




200 


X-Y-Gry-Ser-X-Y 


1 A JnA 

l t U — 


1 
1 


2 


5 








X-Y-Gly- Leu-X-Y 


1 A 1 AA 

1,0 — lw 


D. 


10 




75 




75 


X-Y-Gly-rro-X- Y 


A 1 OA 
\) t 1 — ZU 


1 

1 


2 


5 








X-Y-GLy-Thr-X-Y 


A 1 OA 

U, 1 — zU 


1 
1 


0 
z 


5 








X-Y-Gly- Val-X-Y 


A O *%A 

U,z — DU 


0 
Z 




5 








X-Y-rTO-Gly-X- Y 


a 0 ^n 

U,Z — OKI 




3 


3 






_ 


A- Y - rro- Leu- A- Y 


a 1 on 

u, 1 — ZU 


1 
1 


2 


5 








A- y - v ai-oiy- a- i 


A 1 O 

v, 1 — z 




02 








__ 


X-Y-Val-Pro-X-Y 

A I » U.1 I 1 U A 1 


0,1—2 




03 











— 


X-Y-Gly-Gly-Gly-X-Y 


2,0-100 


10 


15 


20 


50 






X-Y-Gly-Ala-Ala-X-Y 


0,1-20 


01 


1 


2 








X-Y-Gly-Asp-Ser-X-Y 


0,01-400 






2 








X-Y-Gly-His-Lys-X-Y 


0,001-360 




2 


5 


100 


2 


360 


X-Y-Gly- Pro- Ala-X-Y 


0,1-50 


0,2 


1 


2 








X-Y-Gly-Ser-Ala-X-Y 


0,1-50 


0,3 


1 


2 








X-Y-Gly-Gly-Ala-X-Y 


0,1-50 




1 


2 








X-Y-Ala-Ala-Gly-X-Y 


0,1-50 




1 


2 








Tripeptidfraktion 






, 2 










Hautpartialhydrolysat 


1.0—500 




500 











20 . 



35 

Tabelle 8 

Beispiele 37 bis 42 Qeweils mg/L Praparat) 
Peptide Bereich EP-1 EP-2 EP-3 EP-4 EP-5 EP-6 



X-Y-Ala-Pro-X-Y 
X-Y-Gly-Gly-X-Y 
X-Y-Gly-Val-X-Y 
X-Y-Val-Gly-X-Y 
X-Y-Val-Pro-X-Y 



1—40 


3 


10 


15 


40 






10-300 


5 


40 


200 


200 


200 


400 


5-340 


4 


25 


25 




25 




2-20 


2 


10 


10 




10 




1-30 


3 


3 


3 









45 



Tabelle 9 

Beispiele 43 bis 48 (jeweils mg/L Praparat) 
Spurenelemente Bereich CTS-1 CTS-2 CTS-3 CTS-4 CTS-5 CTS-6 55 



Eisen-(II)-lactat 0,1—50 mg 

Magnesiumsulfat 1,0 — 2000 mg 

Natriummolybdat 0,1 — 1 mg 

Mangansulfat 1,0— 10 mg 

Zinksulfat 0,1 — 10 mg 

Cobaltsulfat 0,01 -0,5 mg 



50,0 


1600 


1600 


1600 


1600 


0,5 


0,8 


0,8 


0,8 


1.0 


0,5 


0,8 


0,8 


0,8 


1,0 


0,05 


0,08 


0,08 


0,08 


0,1 



7 



KDCID: <DE , 42444 18A1 I > 



DE 42 44 418 Al 

Tabelle 10 



Beispiele 49 bis 54 (jeweils mg/L Praparat 



5 



Spurenelemente 


Bereich 


BTS-1 


BTS-2 


BTS-3 


BTS-4 


BTS-5 


BTS-6 


Eisen-(II)-lactat 


0,1- 


50 mg 


10,0 


20,0 


50,0 


20,0 


20,0 


20,0 


Magncsiumsulfat 


1,0- 


2000 mg 


50,0 


50,0 


2000 


2000 


2000 


2000 


Natriummolybdat 


0,1- 


1 mg 


04 


04 


0,5 


0,5 


0,5 


0.5 


Mangansulfat 


1,0- 


10 mg 


1,0 


1,0 


1,0 


1,0 


1,0 


1,0 


Zinksulfat 


0,1- 


10 mg 


01 


oa 




1,0 


1,0 


1.0 


Cobaltsulfat 


0,02- 


-0,5 mg 


0,1 


0,1 


0,1 


0,1 


0,1 


0,1 



15 

Tabelle 11 



Beispiele 55 bis 60 (jeweils g/L Praparat) 



Antioxidantien, 
Radikalfanger und Hilfsstoffe 


Bereich 


CAH-1 


CAH-2 


CAH-3 


CAH-4 


CAH-5 


CAH-5 


Natriumascorbat 


0,5-30 g 


1,0 


1,0 


0,8 








Mannit 


10,0-30 g 


20,0 


20,0 


15,0 








Sorbit 


10,0- 500 g 






15,0 


100,0 


50,0 




Glycerin 


10,0-900 g 


50,0 


50,0 


80,0 


100,0 


100,0 


900,0 


Natriumlactatlosung 


10,0- 500 g 


20,0 


20,0 


15,0 








Citronensaure 


1,0— lOOg 




20,0 


15,0 


1,0 


1,0 




Ethanol 


1,0— 300 g 




16,0 


12,0 








Panthenol 


10,0 - 500 g 






105,0 


1 1 0,0 


200,0 




Sojapeptide 


0,1 -300 g 


1,0 


1,0 


1,5 


1,4 


1,4 


1,4 


Hydroxybenzoesaure- 


1,0-2 g 


1,0 


2,0 


1,0 


1,0 


1,0 


1,0 


methylester-Natriumsalz 
















Phenonip 


2,0-4 g 


2,0 




2,0 


2,0 


2,0 


2,0 






Tabelle 
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Beispiele 61 bis 66 (jeweils g/L Praparat) 








Antioxidantien, 


Bereich 


BAH-1 


BAH-2 


BAH-3 


BAH-4 


BAH-5 


BAH-5 



Radikalfanger und Hilfsstoffe 
45 " 



50 



Natriumascorbat 


0,5- 30 g 


1,0 


3,0 




2,0 






Mannit 


10,0-30 g 


20,0 


25,0 










Sorbit 


10,0 - 500 g 


10,0 


100,0 


50,0 


50,0 


50,0 




Glycerin 


10,0 - 900 g 


50,0 


50,0 


50,0 


50,0 


100,0 


200,0 


Natriumlactatlosung 


10,0- 500 g 


15,0 


20,0 


20,0 


20,0 


20,0 




Citronensaure 


1,0- 100 g 


10,0 


10,0 


10,0 


2,0 


2,0 


2,0 


Ethanol 


1,0— 300 g 


12,0 


10,0 


10,0 . 








Panthenol 


10,0 - 500 g 




100,0 


200,0 


300,0 


200,0 


500,0 


Sojapeptide 


0,1 -50 g 


1,0 


1,0 


1,5 


1,4 


1,4 


1,4 


Hydroxybenzoesaure- 


1,0-2 g 


2,0 


1,0 


1,0 


1,0 


1,0 


1,0 


methylester-Natriumsalz 
















Phenonip 


2,0-4 g 






2.0 


2,0 


2.0 


2,0 



60 
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Tabelle 13 
Beispiele 66 bis 72 (jeweils g/L Praparat) 



Weitcre Inhaltsstoffe 



Bereich 



CMS-1 CMS-2 CMS-3 CMS-4 CMS-5 CMS-6 



Saccharide: 
Glucose 
Galaktose 
Mannose 



l,0-200g 
1,0-30 g 



20,0 



5,0 



15,0 



50,0 
20,0 



100,0 150,0 



10 



Tabelle 14 

Beispiele 73 bis 78 (jeweils u.g, mg oder g/L Praparat) 



W CllCrc llllldJ Lib LVjI 1 C 


Bereich 


BMS-1 


BMS-2 


BMS-3 


BMS-4 


BMS-5 


BMS-6 


Saccharide: 
















Glucose 


1,0- 200 g 


5,0 


50,0 


— 


100,0 


50,0 




Galaktose 


0,5— 50 g 


0,5 


2,0 










Mannose 


0,5-50 g 


0,5 


2,0 


20,0 


20,0 






Nukleotide/Nukleoside: 
















Adenin 


5,0—50 mg 


15.0 




30,0 


25,0 


20,0 




Adenosin 


5,0—40 mg 


18,0 


20,0 


30,0 




20,0 


40,0 


Cytidin 


5,0—30 mg 


20,0 




25,0 


30,0 


25,0 




Cytosin 


5,0—30 mg 


20,0 


*> 


25,0 




25,0 




Guanin 


3,0-25 mg 


15,0 




25,0 


20,0 






Guanosin 


3,0—25 mg 


18,0 




25,0 




25,0 




Thymin 


5,0—50 mg 


20,0 




40,0 


40,0 


35,0 


50,0 


Thymidin 


5,0—50 mg 


20,0 




50,0 




30,0 




Inosin 


10,0- 100 mg 


50,0 


100,0 


60,0 


70,0 


50,0 


100,0 


Proteine/Mucopolysaccharide: 






1,0 


3,0 








Hyaluronsaure 


1,0-50 g 










Chondroitinsulfat 


1,0-50 g 




1,0 


10,0 


10,0 


5,0 




Laminin 


1,0-50 jig 




1,0 


3,0 


3,0 


3,0 


5,0 


Entactin 


1,0-50 u.g 




1,0 


1,0 


1,0 


1,0 


1,0 


Fibrillin 


1,0-50 u.g 




1,0 


1,0 


1,0 


5,0 


5,0 


Vitronectin 


1,0-50 jig 




1,0 


10,0 


10,0 


20,0 


25,0 


Fibronectin 


1,0- 100 jig 




1,0 


100,0 


100,0 


300,0 


300,0 


Nidogen 


1,0-50 u.g 




1,0 


2,0 


2,0 


5,0 


5,0 


Tanescin 


1,0—50 u.g 




1,0 


2,0 


2,0 


3,0 


3,0 


Filagrin 


1,0-50 u-g 




1,0 


2,0 


2,0 


2,0 


2,0 
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Herstellung von Praparat A 

1 kg denaturiertes Kollagen (Gelatine) wird in 9 kg ln-HCi-Ldsung suspendiert und angelSst. die Losung wird 
in einem dicht verschlossenen GefaD unter Ruhren schnell auf 100°C erwarmt, die Temperatur 3 Stunden 
konstant gehalten, anschlieBend schnell wieder auf Raumtemperatur abgekuhlt und mit 6n-NaOH-L6sung 
neutralisiert. Das Praparat wird mit Hilfe der Gelchromatographie bzw. anderer geeigneter Methoden entsalzt 
und/oder mit dest. Wasser auf ein Volumen von 20 1 aufgefullt, mit 0,2% Konservierungsmittel (zum Beispiel 
Phenonip oder Hydroxybenzoesaureester) konserviert und sterilfiltriert Fig. 1 gibt eine Obersicht uber die 
Aminosauren und Peptide im Praparat A. Fig. 1 ist das Ergebnis einer zweidimensionalen Dunnschichtchroma- 
tographie. Als Vergleich dient Fig. 2 mit einem Standard-Aminosaurengemisch, das unter den gleichen Bedin- 
gungen chromatographisch getrennt wurde. Fig. 1 A dagegen zeigt die Aminosauren und Peptide nach unzurei- 
chender partieller Hydrolyse. 

Die biologische Wirksamkeit des Praparates A wurde durch Bestimmung der Stoffwechselaktivierung an 
Rattenleber-Mitochondrien gepruft. Das Praparat A verursachte eine 60%ige Stoffwechselsteigerung im Ver- 
gleich zur Kontrolle. 

Zur Stabilisierung der Peptide enthielt das Praparat A die Rezepturfraktion CAH-1 (Tabelle 1 1, Beispiel 55). 

Herstellung von Praparat B 
Das Praparat B enthalt die Rezepturfraktionen CAS-1, CTS-2, CAH-2, CMS-2 und CP-1. 
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0,6 kg destiliiertes Wasser vorlegen und die leichtl6slichen Aminosauren zuerst losen. Die schwerloslichen 
Aminosauren (Asparaginsaure, Glutaminsaure, Leucin, Phenylalanin, Tyrosin, Valin) werden in 2n-NaOH-L6- 
sung vorgelost. Nach Zugabe von Citronensaure wird der pH- Wert der Losung mit lOn-NaOH im Bereich von 5 
bis 9 gehalten und wird nach vollstandigem Losen der Citronensaure auf 6,5 eingestellt. Danach erfolgt Zugabe 
5 von Mannit, Glucose, Ascorbat, Natriumlactat, Ethanol, Glycerin, Sojapeptiden, Dipeptiden, Tripeptiden, Tri- 
peptidfraktion, Spurenelementen und Hydroxybenzoesauremethylester-Natriumsalz. Der pH-Wert wird mit 
6n-HCl auf 6,5 eingestellt. Der Ansatz wird mit dest Wasser auf 1 1 Gesamtansatzmenge aufgefullt und unter 
stcrilcn Bedingungen sterilfiltriert. 

i o Isolierung der Tripeptidf raktion A und der Tripeptidf raktion B 

Das oben beschriebene Praparat A wird vorzugsweise mit hochauflosender Saulenchromatographie, zum 
Beispiel mit Kieselgel 60 als Sorptionsmittel und mit Eluationslosungen, vorzugsweise Butanol/Essigsaure/Was- 
ser 4:1 : 1, und Propanol/Ammoniak (25%) 7:3, in mindestens zwei Eluationsstufen aufgetrennt, um ein 
15 Tripeptid zu isolieren, das sich wie folgt analytisch charakterisieren laBt: 

Nach saurer Hydrolyse, 24 Stunden in 6n-HCl bei 105°C, werden drei Aminosauren freigesetzt, die nach 
eindimensionaler Diinnschichtchromatographie folgende hRf-Werte haben: hRf-Werte 34, 42, 1 1 fur die Amino- 
sauren 1 bis 3 im FlieBmittel 96% Ethanol/34% Ammoniak im Verhaltnis 7 : 3 und die hRf-Werte 32, 20 und 2 fur 
die Aminosauren 1 bis 3 im FlieBmittel 1-Propanol/Wasser im Verhaltnis 7:3. Nach der Sequenzanalyse 
20 entspricht die Numerierung der Aminosauren 1 bis 3 ihren Positionen im Tripeptid, beginnend mit der aminoter- 
minalen Aminosaure. Damit ist die Tripeptidf raktion A als das Tripeptid Gly-His-Lys identifiziert. 

Die entsprechenden Schritte werden eingehalten, um die Peptidfraktion B mit dem Tripeptid Gly-Asp-Ser zu 
identifizieren. Anstelle der isolierten Tripeptide konnen auch die entsprechenden, nach gangigen Verfahren 
snythetisierten und gereinigten Tripeptide verwendet werden. 

25 

Herstellung von Peptid-Spurenelement-Komplexen 

Ein weiterer Verfahrensschritt bei der Herstellung der Peptidfraktion besteht in der Komplexierung entweder 
des isolierten oder des synthetisierten Tripeptids mit Kupfer; 0,01 mol/L Tripeptid mit 0,01 mol/L Kup- 
30 fer(II)-acetat-Monohydrat gemischt und mit 0,1 n-NaOH- Losung neutralisiert Die Tripeptidf raktion wird in 
kleinen Portionen kuhl gelagert. 

Wirkungsnachweise fur das Praparat A. Praparat B und die Tripeptide 

35 Die biologische Wirksamkeit des Tripeptids wurde u. a. an menschlichen Hautfibroblasten im Zellkulturver- 
such bestimmt (Fig. 3). Nach Zugabe von 10—8 bis 10—11 mol/l Tripeptid zum Zellkultur-Nahrmedium wurde 
die Kollagenproduktion der menschlichen Hautfibroblasten um 50 bis 250% im Vergleich zur Kontrolle gestei- 
gert. 

Das Praparat B zeigte in einer anderen biochemischen Untersuchung eine Stoffwechselsteigerung bei Leber- 
40 Mitochondrien um 80% im Vergleich zur Kontrolle. 

Ein ieicht variiertes Praparat B, das die Rezepturfraktionen CAS-3, CP-5, CTS-3, CAH-3 und CMS-2 enthalt, 
verursacht eine Stoffwechselsteigerung von 80% bei Leber-Mitochondrien und besitzt auBerdem die Fahigkeit, 
Hydroxylradikale bis zu 40% zu inaktivieren (Fig. 6). 

In diesem spezifischen quantitativen Radikalfangertest werden durch Einwirkung des Enzyms Xanthinoxidase 
45 auf das Substrat Xanthin in einer Kettenreaktion hochreaktive Hydroxylradikale freigesetzt. Die viskose Hyalu- 
ronsaure in der waBrigen Untersuchungslosung wird durch die Hydroxylradikale innerhalb von 40 Minuten 
zersetzt, meBbar durch den schnellen, starken Viskositatsabfall. Der gemessene Wert der Viskositatsabnahme 
hangt ab von der Gesamtmenge der Hydroxylradikale und der Quantitat und Qualitat eventuell anwesender 
Hydroxyl-Radikalfanger, die den Viskositatsabfall deutlich hemmen. 

50 

Herstellung von Praparat C 
Das Praparat C enthalt die Rezepturfraktionen AS-1, BP- 2, BAH-1, BMS-1 und BTS-1. 

0,6 kg destiliiertes Wasser werden vorgelegt und die leichtloslichen Aminosauren eingeriihrt Die schwerlosli- 
55 chen Aminosauren werden in 2n-NaOH vorgelost. Guanin wird in 3n-HCl unter Erwarmen auf ca. 60° C gelost. 
Die vorgelosten Aminosauren werden in den Ansatz eingeriihrt. Nach Zugabe von Citronensaure wird der 
pH-Wert der Losung mit lOn-NaOH reguliert, so daB der pH-Wert von 5 nicht unterschritten und 9 nicht 
uberschritten wird. Nach vollstandigem Losen der Citronensaure wird die Guanin- HCl-L6sung eingeriihrt und 
der>pH-Wert auf 6,5 eingestellt. Danach erfolgt Zugabe von Mannit, Sorbit, Natriumlactatlosung, Glycerin, 
60 Ethanol, Natriumascorbat, Saccharides Peptiden, Nukleotiden, Tripeptidfraktion, Hautpartialhydrolysat (bezo- 
gen auf das Trockengewicht), Spurenelementen und Hydroxybenzoesauremethylester-Natriumsalz. Der pH- 
Wert wird mit 6n-HCl auf 6^ eingestellt, der Ansatz mit dest. Wasser auf 1 L Gesamtvolumen aufgefullt und 
unter sterilen Bedingungen sterilfiltriert 

Die Tripeptidfraktion entspricht der obigen Beschreibung (siehe Herstellung der Tripeptidfraktionen A und 
65 B). 
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Hersteliung des Hautpartialhydrolysats 

Gewaschene und vori Unterhautfettgewebe befreite Kalbshaut wird zerkleinert. 3 kg zerkleinertes Gewebe 
fFeuchtgewicht) wird in 7 kg l^n-HCl suspendiert, angeldst und in einem dicht verschlossenen GefaB unter 
Ruhren schnell auf 100°C erwarmt Nach 3 Stunden bei 100°C wird schnell wieder auf Raumtemperatur 
abgekuhlt und mit 1 On- NaOH- Losung neutralisiert Nach mehrstufiger Filtration uber Tiefenschichtenfilter wird 
der geklarte Extrakt mit 0,2% Hydroxybenzoesauremethylester-Natriumsalz konserviert, der pH-Wert der 
Losung auf 6,5 eingestelh und die Losung unter sterilen Bedingungen sterilfiltriert. Nach Bestimmung des 
Trockengewichtes wird ein entsprechendes Volumen des Hautpartialhydrolysats - bezogen auf das Trockenge- 
wicht — in das Praparat eingebracht 

Die biologische Wirksamkeit des halbsynthetischen Bindegewebsextraktes wurde an Rattenleber-Mitocnon- 
drien gepriift. Es wurde eine Steigerung der Stof fwechselaktivitat urn 80% gemessen. 

Applikationsbeispiele 1 und 2 

Biotechnologie und Medizin 

Applikationsbeispiel 1 

Biotechnologie 

Zur Stimulierung des Zellwachstums oder der Synthese von Stoffwechselprodukten wird serumarmen oder 
-freien Zellkuhurmedien ca. 1 bis 59/6 der in dieser Erfindung beschriebenen Praparate zugesetzt Die Zellkultur- 
nahrlosung fur Hautfibroblasten hat foigende Zusamrnensetzung: 

94% Dulbecco's Minimal Essential Medium, incL 2 mmol/1 Glutamic 
5% fotales Kalberserunx 

Applikationsbeispiel 2 
Medizin 

Zur Fordemng der Wundheilung werden ca. 2 bis 5% der beschriebenen Praparate oder mindestens 50 bis 
200 mg Gly-His-Lys/kg in medizinische Salben, Cremes, Lotionen, Tinkturen, Wundheilungssprays eingearbeitet 
oder Wundabdeckungen damit impragniert 

Applikationsbeispiele 3 bis 5 
ICosmetik 



Mindestens drei Wirkeigenschaften der in dieser Erfindung beschriebenen Praparate weisen auf eine erfolg- 
reiche Anwendung bei der Pflege der Haut: Die Steigerung der Stoffwechselaktivitat, die Radikalfangerwirkung 
und die Stimulierung der Kollagensyn these von Fibroblasten. 

Die kosmetischen Praparate zur Pflege der Haut: Feuchtigkeits- und Tagescremes fur trockene Haut, Nacht- 
cremes, Sonnenschutzpraparate, After-Sun-Lotionen, Anti-Falten-Cremes, Hautschutzcremes und After-Shave- 
Lotionen sollten eine Mindestkonzentration von 2 bis 5% der in dieser Erfindung beschriebenen Praparate 
enthalten. 
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Applikationsbeispiel 3 
Feuchtigkeitscreme 



A. Paraffin flussig 


1.5% 


Lanette 0 


3.0% 


Isopropyimyristat 


4,0% 


Abil AV 200 


1.0% 


Ariacel 165 


6.5% 


Emulgator G-1790 


3.8% 


Propyl-4-hydroxybenzoat 


0.05% 


Oxynex 2004 


0.02% 


B. AHantoin 


03% 


Karion F fliissig 


6.0% 


Methyl -4- hydroxy benzoat 


0.2% 


Wasser dem. 


65,43% 


C. Kollagen 


5,0% 


Praparat B 


3,00/o 


D. Parfumol 


03% 



Herstellung 



Phase A bei 80° C schmelzen und Phase B auf 80° C erwarmea B unter Ruhren A zusetzen. Bei 30° C die 
25 Phasen C und D einruhren. 

Applikationsbeispiel 4 
Tagescreme fur trockene Haut 

30 



A. Tegomuls 90S 


6,250/0 


Sonnenblumenol 


5,00/o 


ErdnuBol 


5,00/o 


Weizenkeimol 


5,00/o 


Sheabutter 


5,0% 


Phenonip 


03% 


B. Wasser, dem. 


66,85% 


D-Panthenol 50% ig 


l,00/o 


Aloe vera 


2,0% 


Phenonip 


03% 


C. Praparat C 


3,00/o 


D. Parfumol 


03% 



45 Herstellung 

Phase A bei 75° C schmelzen und Phase B auf 75 C erwarmen. B in A einruhren. C bei 45° C und D bei 35° C 
einruhren. 
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Applikationsbeispiel 5 

i 

Sonnenschuizcreme 

A. Arlacel48l 8,0% 
CremophorW0 7 2,0% 
ElfacosST9 2,0% 
Iso-Adipat 12,0% 
Permulgin 3220 2,0% 
Vaseline weiB 5,0% 
Magnesiumstearat 0,5% 
Aluminiumstearat 0,5% 
Isopropylmyristat 10,0% 

Uvinultl50 3,0% • is 

B. U-Propylenglykol 5,0% 
Magnesiumsulfat-7-Hydrat 0,7% 
Phenonip 0*25% 
Wasser 45,75% 

C. Praparat B 3,0% 

D. Parfumol 0.3% 

Herstellung 

Phase A und Phase B getrennt auf 75° C erwarmen und B in Phase A langsam einruhren, homogenisieren und 2 5 
kaltruhren. C bei 45° C und D bei 35° C einruhren. 

Patentanspruche 

1 Praparat fur kosmetische, pharmazeutische und biotechnologische Anwendungen, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB es die Aminpsauresequenz Gly-His-Lys und/oder Gly-Asp-Ser als Tripeptid und/oder Teilab- 30 
schnitt von Peptiden in einer Konzentration von 1 Or 12 bis 1 CT 2 mol/L enthalt 

2 Praparat nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB es nach milder Hydrolyse von Kollagen, Gelati- 
ne, hydrolysierter Gelatine, Elastin, Keratin und Bindegewebe in 0,5- bis 6,0n-HCl 0,1 Stunden bis 1 Tage bei 
Temperaturen zwischen 20° C und 121° C, Peptide und Aminosauren in emer Konzentration von 10~ bis 

1 mol/L enthalt . 35 

3. Praparat nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB es Peptide in einer 
Konzentration von 10~ 12 bis 1(T 2 mol/L enthalt, die als Partialhydrolysat durch enzyrnatische Behandlung 
mit Kollagenase als Clostridium histoly ticum gewonnen werden. 

4. Praparat nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet. daB das Praparat Mine- 
ralstoffe und Spureneiemente in einer Konzentration von jeweils 10" 7 bis 10 mol/L enthalt, vorzugswei- 
se Mg, Mn, Cu, Co, Fe, Se, Mo und/oder Zn und/oder vorzugsweise in Form von Komplexen mit den 
Peptiden. 

5. Praparat nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB es zur Wirkungsstei- 
gerung vorzugsweise folgende Inhaltsstoffe der Haut und der Bindegewebe in ihrer naturhchen oder 
hydrolysierten Form in einer Konzentration von 1(T 12 bis 2 mol/L enthalt: Saccharide, Polysaccharide, 45 
Mucopolysaccharide, Laminin, Entactin, Fibrillin, Vitronectin, Fibronectin, Nidogen, Tanescin, Filagnn, 
Cytokine, Chalone, zellwachstumsstimulierende, zellwachstumshemmende Substanzen, Immunmodulato- 

ren der Haut, Lipide, Phospholipide, Ceramide, Glycosphingolipide, DNA, RNA, Nukleotide, Nukleoside, 
Aminosauren und/oder Enzyme der Haut. 

6. Praparat nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB es zur Reduzierung 50 
der Adsorption wirksamer Peptide an den Innenflachen der GlasgefaBe oder KunststoffgefaBe 0,01% bis 
30% einer Peptidmischung enthalt, vorzugsweise 0,5% Sojapeptide. 

7. Praparat nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB es zur Reduzierung 
der Hydrolyse und der Inaktivierung der Peptide jeweils 1% bis 90% wasserlosliche Antioxidants, 
Radikalfanger und/oder Radikalquencher enthalt, vorzugsweise Ascorbinsaure, Glycerin, Mannit und/oder 55 
SorbiL 

8. Praparat nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB fur die Anwendung 
die Konzentration der isolierten Peptide oder der Peptide in den Partialhydrolysaten 10 bis 10 mol/L 

. betragt, vorzugsweise 10~ 7 mol/L fur die kosmetische Anwendung und 10 3 mol/L fur die pharmazeuti- 
sche Anwendung, bezogen auf die Konzentration der Peptide in den kosrnetischen, pharmazeutischen und 60 
biotechnologischen Endprodukten. .«.«/■ 1 1 

9. Praparat nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB das Wirkungsspek- 
trum des Praparats im Vergleich zu den nicht hydrolysierten Ausgangsmaterialien erweitert 1st, vorzugswei- 
se in bezug auf Zeilatmungssteigerung, Stimulierung der Kollagensynthese und/oder Radikalfanger-Wir 
kung. 

Hierzu 7 Seite(n) Zeichnungen 
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Figur 1: 2-dimensionQle Dunnschichtchromatogrciphie 
von partialhydrolysierter Gelatine 
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FIGURU- 2 - DIME NSIONA L E DUNNSCHICH TC HROMA TO OR A PHIE 
VON PARTIALHYDROLYSIERTER GELATINE 
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Figur 2: Standard-Aminostiurengemisch nach 2-dim. Dunnschichtchromatographie, 
ahnlich wie ein Kollagen-TotQlhydrolysot 
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Eichlosung Aminosduren: 

1. L-Alanin 
j£\ 2. L-Lysin 
fl2 J 3. L-Arginin 

r%wP 4 - L " serin 

\16 Y 5. l-Prolin 

p. vJ Q) 6 - 6 »y cin 

<2P X .7. L-Methionin 

7 8. L-Histidin 
r / 9. L-Threonin 

10. L-lsoleucin 
/fy \ 11- L-Asparaginsdure 

\JJ8J 12, L ' Leucin 

13. L-Phenylalanin 

/v 14. L-Tryptophan 

fj^ (75) 15. L-Glutaminsdure 

(T) GD 16 - L_Valin 

■ '•' 17. L-Tyrosin 

18. L-Hydroxyprolin 

19. L-Asparagin 
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Figur 3: Wirkung des isolierten Tripeptids out die Kollagensynthese von Fibro- 
blaste n der menschlichen Haut. 
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Figur 3.1. 
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Figur 4: Aminosaureteilsequenz (Position 1-360) von Kollagen Typ I, a-1 



r Z 



4 5 



8 9 10 11 12 13 14- 15 



135 
150 
165 
180 
195 



255 



(extra-helical peptide. N-terminal): 
leu-ser -tyr -gly-tyr -ASP-GLU-LYS-ser-thr- 



gly-pro -met -gly-pro -ser -gly-pro -ARG- gly-leu 



15 gly-ala -hyp -gly-pro -gin -gly-phe 
30 gly-GLU-hyp -gly-ala -ser -gly-pro 
45 gly-pro -hyp -gly-LYS -asn -gly-ASP 
60 gly-ARG-hyp -gly-GLU -ARG-gly-pro 
75 gly-leu -hyp -gly-thrl -ala -gly-leu 
90 gly-phe -ser -gly-leu -ASP-gly-ala 
105 gly-pro -LYS -gly-GLU-hyp -gly-ser 
120 gly-gln -met -gly-pro -ARG-gly-leu 
gly-ala -hyp -gly-pro -ala -gly-ala ■ 
gly -ala -ala -gly-pro -hys -gly-pro 
gly-phe -hyp -gly-ala -val -gly-ala 
gly-ala -AR G-gly-ser -GLU -gly-pro 
gly-pro -hyp -gly-pro -ala -gly-ala 



gly -ile 
"-hyp 



-gin -gly 
-met-gly 
-ASP-gly 
-hyp -gly- 
-hyp -gly- 
-LYS-gly- 
-hyp -gly- 
-hyp -gly- 
■ ARG-gly 
-thr -gly 
-LYS-gly 
-gin -gly- 



210 gly-ala -ASP-gly-gln -hyp -gly-ala 
225 gly— ile -ala -gly-ala -hyp -gly-phe 
240 gly-pro - GLU -gly-pro -ser -gly-ala 



-ala -gly- 



gly-GLU -hyp -gly-ala -hyp -gly-asn 

ala 



-LYS-gly 
-hyp -gly 
-hyp -gly 
-LYS-gly 
-gin -gly 
•ARG-gly 



-pro -hyp 
-pro -ARG 
-GLU -ala ■ 
-pro -gin 
-met-HYL 
-ASP -ala 
-GLU-asn 
-GLU -ARG 
-asn -ASP 
-pro -thr 
-GLU-ala 
-val -ARG 
pro -ala 
ala -asn • 
alal-ARG- 



(GLU- 
•ser-val -pro-) 
-gly-pro -hyp- 
-gly-GLU-hyp- 
-gly-pro -hyp- 
• gly-LYS -pro- 
-gly-ala -ARG- 
-gly-HIS-ARG- 
-gly-pro -ala- 
-gly-ala -hyp- 
-gly-ARG-hyp- 
-gly -ala -ala- 



-gly-pro -hyp- 
-gly-pro -GLU- 
-gly-GLU -hyp- 
•gly-asn -hyp- 
gly-ala -hyp- 



270 gly-GLU-hyp -gly-pro -ala -gly-val 

285 gly-GLU-GLU -gly-LYS -ARG -gly-ala 

300 gly-leu -hyp -gly-pro -hyp -gly-GLU- ARG|gly-gly 

315 gly-phe -hyp -gly-ala -ASP-gly-val 

330 gly-GLU -ARG-gly-ser -hyp -gly-pro 

345 gly-GLU -ala -gly-ARG-hyp -gly-GLU 



pro -LYS 
ASP-thr 
pro -hyp 
GLU-hyp 

hyp 



-ala -gly- 
-ala -gly- 
-ala -gly- 



gly- pro -ser- 
-gly-asn -ser- 
•gly-ala -LYS- 
-gly-pro -ala - 
-gly-pro -ser- 
•gly-ser-ARG- 
•gly-pro -ala- 



pro -LYS- 
pro -LYS- 

leu -hyp -gly-ala -LYS- 



gly-ser | -hyp- 



Referenz: Collagen in Health and Disease, Umschlaginnenseiten 

Eds, J.B.Weiss, M.I.V. Jayson, Churchill Livingstone, Edinburgh, 1982 
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Figur5: Aminosaureteilsequenz (Position 1-360) von Kollagen Typ I, a-2 



12' 3 4 5 6 7 8 1 9 10 11 12 13" 14" 15 



15 gly 
30 



(extra-helical peptide, N-terminal): 

(GLU-phe 

-met -gly-pro 
-gin -gly-phe 
-thr -gly-pro 



pro -met 
-ala -hyp 
hyp 



gly-GLU 



45 gly 

60 gly 

75 gly 

90 gly 

105 gly 

120 gly 

135 gly 

150 gly 

165 gly 

180 gly 

195 gly 

210 gly. 
225 [g^ 

240 gly- 



-pro -hyp 
ARG-hyp 
-phe -hyp 
HIS -asn 
val -HYL 
gin -HYL 
ala -hyp 
pro -val 
phe -hyp 
asn -hyp 
leu -hyp 
pro -asn 
■vail -ala 



-gly-leu 
-gly-pro 
-gly-gln 
-gly-LYS 
-gly-GLU 
-gly-thr 
-gly-leu 
-gly-GLU 
-gly-ala 
-gly-pro- 
-gly-pro 
-gly-ala 
-gly-pro 
-gly-leu 
-gly-leu 
-gly-ala 



-ala -gly- GLU- 



-pro -val 
-GLU-hyp 
•GLU-hyp 
•GLU-GLU 
•pro -hyp 
•leu -hyp 
-ser -ARG 
345 gly-ASP-ser 



255 gly- 

270 gly- 

285 gly-( 

300 gly-f 

315 gly-l 

330 gly-j 



-gly-ala -ala 



-ARG-gly-val 
-hyp -gly-leu 
-ASP-gly-leu 
-hyp -gly-ala. 
-ARG-gly-leu 
-ala -gly-ala 
-ala -gly-pro 
-hyp -gly-pro 
-ala -gly-pro 
-ser -gly-pro 
-hyp -gly-ala 
-hyp -gly-leu 
gly-ala 



-ASP-ala-LYS 

-ARG-gly-pro 
-gin -gly-pro 
-ala -gly-ala 
ASP-gly-HIS 
-pro -gly-pro 
-hyp -gly-phe 
-thr -gly-gln 
-hyp -gly-GLU 
-hyp -gly-GLU 
-AR G-gly-ser 
-ile I -gly-ser 



-ARG-gly 



-HYL-gly-GLU 
-ala -gly-pro 
-val -gly-pro 



-HYL-gly-ala -ala -gly 



-gly-pro 

-gly-ala 

•gly-LYS 

-gly-pro 

•gly-ala 



-ala -gly-ser 
-val -gly-gln 
-ARG-gly-ser 
-hypl -gly-leu 



-hyp -gly-pro 
-thr -gly-ala 
-HYL -gly-GLU 



hyp -gly-pro 



gly-thr 



gly-ARG 



-ASP-gly-ARG 
•ser -gly-pro 
-hyp -gly-GLU 



-thr -gly-GLU 
•ARG-gly-asn 
-ala -gly-val 
-ala -gly-val 
-hyp -gly-leu 



-gly -gly-gly -pro-) 

-hyp -gly-ala -ser- 
-hyp -gly-GLU -hyp- 
•pro -hyp- 
•LYS -pro- 
-ala -ARG- 
-ile -ARG- 
•ala -hyp- 
•thr -hyp- 
•ARG -vat- 
•ser -val- 
■pro -hyp- 
pro -val- 
GLU -val- 
•asn -ala- 
leu -hyp- 
ile -hyp- 
leu -val- 
asn-LYS- 
pro -ser- 
pro -ala- 
ser-ARG- 
pro -ala- 
pro -asn- 
pro-ARG- 



-hyp -gly. 
-gin -gly 
-HYL -gly 
-hyp -gly 
-asn -gly 
-ARG-gly 
-ASP-gly 
-ala -gly 
-leu -gly 
-ARG-gly 
-hyp -gly. 



■ARG-gly 
•ARG-gly 
-ser -gly 
hyp -gly 
•ile -gly 
-hyp -gly. 
•met-gly- 
ARG-gly 
•met -gly- 



Referenz: Collagen in Health and Disease, Umschlaginnenseiten 

Eds, J.B.Weiss, M.I.V. Jayson, Churchill Livingstone, Edinburgh, 1982 
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